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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Galacto-Manno-Oligosaccharide, Verfahren zu deren Herstellung sowie ihre Ver- 
wendung in Lebensmit.teln und Arzneiniitteln. 
5 Es besteht standig ein Bedarf, aus nachwachsenden nalurlichen Rohsloffen Wirk- und/oder Zusaizstoffe fur Lebens- 
und/oder Arzneimittel zu gewinnen. Dies liegt. sowohl an der hohen Akzeptanz aus naturlichen Quellen gewonnener 
Rohstoffe beim Verbraucher als auch an der Umweltvertraglichkeit ihrer Herstellung. Mannane und deren Derivate, wie 
Glucomannan und Galactomannan, stellen derartige naturliche Rohstoffe dar. Mannane sind Polyosen, die aus Mannose 
anstelle von Glucoseeinheiten aufgebaut. sind. Die Mannose- Ketten bestehen aus p-l,4-verkniipften Mannose-Einheiten. 
to Galactomannane weisen neben den P-l,4-verknupften Mannose-Einheiten daniit a-l,6-verknupfte Galactose-Einheiten 
auf, bestehen also aus Mannose- und Galactosebausteinen. Derartige Galactomannane sind in Form von Guargum, Cas- 
siaguni und Johannisbrot-Kemmehl erhaltlich und werden zum Beispiel als Verdickungs mittel in der Lebensmittelindu- 
strie und als Tabler.tierhilfsrnit.tel in der Pharmaindustrie verwendet (Industrial Gums, R.L. Whistler und XN. BeMiller, 
Herausgeber, 3. Auflage 1992, Academic Press, New York). Galactomannane aus verschiedenen Quellen unterscheiden 
15 sich im wesentlichen durch ihren relativen Mannose- und Galactose-Gehalt. 

Zur Herstellung lebensmitteltauglicher Rohstoffe werden Polyosen haufig in kleinere Einheiten zerlegt. So ist es be- 
kannt. Polysaccharide mit Hilfe von verdunnten Sauren bei unterschiedlichen Temperaturen zu hydrolysieren. Die Hy- 
drolyse von Galactomannanen fuhrt zu einem Gemisch der Monomere, also Mannose und Galactose, 

Eine aus Aspergillus niger gewonnene endo-p-Mannanase (E.G. 3.2.1.78) ist bekannt dafur, Galactomannan enzyma- 
20 tisch zu hydrolysieren (H. Uhlig, Enzyme arbeiten fiir uns, Carl Hanser Verlag Miinchen, Wien, 1991). Dieses Enzym ist 
jedoch nicht in der Lage, das Galactomannan aus Guargum zu hydrolysieren, wahrend Galactomannan aus Johannisbrot- 
Kemmehl nur partiell hydrolysiert wird. Je nach Herkunft konnen Galactomannane also eine unterschiedliche Eignung 
fur eine Hydrolyse aufweisen. 

Aus Ajisaka et al. (Carbohydrate Research 270 (1995), 123-130) ist ein Verfahren bekannt, das die enzymatische Syn- 
25 these von Mannobiose und Mannotriose mit Hilfe einer aus Aspergillus niger isolierten a-Mannosidase erlaubt. Diese 
Synthese, die durch eine Umkehrung der normalen HydrolysereakLion des Enzyrns durchgefuhrt wird, arbeilet mil tech- 
nisch nicht akzcptablcn Ausbcutcn von um 2%. Die Produktc cndialtcn kcinc Galactose-Einheiten. 

Aus K. Newman (Biotechnology in the Feed Industry, Proc. Of Alltech's 10 th Symposium (1994), 167-174) ist ein aus 
Hefe-Zellwand gewonnener Gluco-Manno-Proteinkomplex bekannt, der spezifisch die mannosespezifischen Lektine 
30 von pathogenen Keimen bindet. Da dieses Produkt keine Galactoseeinheiten enthalt, kann es keine Bindung mit galac- 
tosespezifischen mikrobiellen Lektinen vermitteln. 

Das der vorliegenden Erfindung zu Grunde liegende technische Problem besteht also darin, aus Galactomannan her- 
stellbare Substanzen sowie Verfahren zu deren Herstellung bereitzustellen, die vorteilhafte Anwendungsmoglichkeiten 
im Bereich der Pharmazie und Lebensnutteltechnologie mit sich bringen. 
35 Das der vorliegenden Erfindung zu Grunde liegende technische Problem wird durch die Bereitstellung eines Verfah- 
rens zur Herstellung von Mannose- und Galactose- haltigen Oligosaccharides aus Galactomannanen gelost, wobei eine 
wassrige Losung oder Suspension des Galactomannans hergestellt, durch aus Bakterien stammende enzymatische Akti- 
vitat, insbesondere unter Einsatz eines aus Bakterien stammenden enzymatischen Agens, hydrolysiert und ein Gemisch 
aus Mannose- und Galactose-haltigen Oligosacchariden mit einem Polymerisationsgrad (DP) < 15, insbesondere von 2 
40 bis 7, erhalten wird. Die Erfindung lost das ihr zu Grunde liegende Problem auch durch die Bereitstellung derartig her- 
stellbarer Galacto-Manno-Oligosaccharide, umfassend P-l,4-verknupfte Mannose-Einheiten und daran a-l,6-ver- 
knupfte Galactose-Einheiten mit einem Polymerisationsgrad < 15, insbesondere von 2 bis 7. Diese Galacto-Manno-Oli- 
gosaccharide zeichnen sich in uberraschender und vorteilhafter Weise dadurch aus, dass sie bei Verwendung in oder als 
Nahrungs-, Lebens-, Genuss- und Arzneiniitteln die Prophylaxe und Therapie von Krankheiten ermoglichen sowie all- 
45 gemein zur Verbesserung des Gesundheitszustandes dienen konnen. 

Insbesondere zeichnen sich die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide dadurch aus, dass sie den glyk- 
amischen Index von Genuss- und Lebensmitteln senken, Infektionskrankheiten bekampfen und/oder verhindern, indem 
sie die Anlagerung von pathogenen Keimen an menschliche und tierische Epithelzellen verhindern oder reduzieren, ent- 
zundliche chronische Daraierkrankungen bekampfen und/oder verhindern, der Entstehung von Darmkrebs beziehungs- 
50 weise Coloncarzinomen entgegenwirken und/oder diese bekampfen, die Immunabwehr gegen allgemeine Infekte star- 
ken, die Immunabwehr modulieren und damit entzundliche Erkrankungen bekampfen und/oder verhindern und die Cal- 
cium auf nahme verbessern und dadurch insbesondere Osteoporose entgegenwirken. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einer Krankheit eine Storung der Lebens vorgange in 
Organen oder im gesamten Organismus verstanden, die subjektiv empfundene oder objektiv feststellbare korperliche, 
55 geistige oder seehsche Veranderungen mit sich bring t. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter 
einer Krankheit auch Mangelzustande erfasst. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einem Wirkstoff eine Substanz verstanden, die in le- 
benden Organismen oder Teilen davon eine biologische Wirkung hervorruft. Unter einem Arzneistoff wird ein Wirkstoff 
verstanden, der zur Vorbeugung, Linderung, Heilung oder Erkennung von Erkrankungen dienen kann. Unter einem Arz- 
60 neimittel wird eine zur Anwendung bei Menschen oder Tieren bestimmte Zubereitungsform von Arzneistoffen verstan- 
den. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einem Nahrungs- oder Lebensmittel ein primar der 
Aufrechterhaltung der Lebensfunklionen dienendes Mittel verstanden, wahrend ein Genussiiiittel ein primar dem bei sei- 
ner Aufnahme entstehenden Wohiberinden dienendes Mittel verstanden wird. 
65 Die vorliegende Erfindung betrifft also Mannose- und Galactose-haltige Oligosaccharide, auch als Galacto-Manno- 
Oligosaccharide bezeichnet, mit einem Polymerisationsgrad (DP) < 15, insbesondere mit einem Polymerisationsgrad 
von 2 bis 7, wobei die Mannose-Einheiten 0-1,4 und die Galactose-Einheiten mit den Mannose-Einheiten a-1,6 ver- 
knupft sind. Die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide sind gegenuber den hydrolytischen Bedingungen 
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iin Mund-, Magen- und Dunnda^ffiereich stabil und konnen, somit im wesenllichcn unveTandert in den Dickdann ge- 
langcn und don ihre gewunschte gesundheitsfordemde Wirkung en if alien. 

Die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide sind nicht nur selbst unter den hydrolytischen Bedingungen 
im Diinndanii stabil, sondern sie inhibieren sogar die mucosastandigen a-Glucosidasen (Glucoainyiase/Makase und 
Saccharase/Isomaltase). Sie konnen daher erfindungsgemaB zurn Senken des giykamischen Index von Genuss- und Le- 5 
bensmitteln eingesetzt werden. 

ErfindungsgemaB sind die Galacto-Manno-Oligosaccharide der vorliegenden Erfindung auch in der Lage, die Anhef- 
tung von pathogenen Keinien an Epithelzellen zu reduzieren oder zu verhindern und dadurch Infektionskrankheiten vor- 
zubeugen sowie in ihreni Verlauf zu therapieren. Die ertindungsgemalSen Galacto-Manno-Oligosaccharide stimulieren 
zudeni die Mucussekretion aus den Becherzellen im Dann und beeinflussen daher den Verlauf verschiedener Darmer- 10 
krankungen positiv. 

Wie erwahnt, werden die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide im Dunndann nicht hydrolysiert son- 
dern gelangen unverandert in den Dickdann, wo sie dann von den dort vorhandenen Mikroorganismen zu kurzkettigen 
Fettsauren, insbesondere Butyrat, fermentiert werden. Die infolge dieser Fermentation erfolgende pH-Absenkung ver- 
schlechtert die Lebensbedingungen fur schadliche Mikroorganismen wie Clostridien und verbessert gleichzeitig die Le- 15 
bensbedingungen fur niitzliche Bifidobakterien und Lactobacillen. Die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosac- 
charide weisen also prabiotische Wirkung auf. Durch die beschriebene vermehrte Biidung von Butyrat kann die Entste- 
hung und das Wachstum von Coloncarzinomen reduziert beziehungsweise verhindert werden. 

SchlieBlich sind die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide vorteilhaft insofern, als dass sie die Auf- 
nalinie von Calcium im Darmbereich aus anorganischen Nahrungsbestandteilen verbessern und so insbesondere bei der 20 
Vorbeugung und Verhinderung von Osteoporose, insbesondere primarer Osteoporose, wie postmenopausaler oder seniler 
Osteoporose oder sekundarer Osteoporose, einsetzbar sind. 

Die erlindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide sind schlieBlich auch insofern vorteilhaft einsetzbar, als dass 
sie direkle Wechselwirkungen mit dem zellularen Immunsystem zeigen, wobei sie einerseits die Immunabwehr starken 
und andererseits die Immunantwort so modulieren, dass entzundbche Prozesse abgemindert beziehungsweise unter- 25 
driickt werden. 

Die Erfindung bctrifft daher auch Genuss-, Lcbcns- oder Nalirungsmittcl sowie sogenannte Functional Foods, die die 
erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide enthalten. Derartige Lebensmittel konnen zurn Beispiel Milchpro- 
dukte wie Butter, Joghurt, Quark, Backwaren, Suppen- und Sossenpulver, Brotaufstriche, Margarine, Backfette, Ge- 
wLirzmisehungen, Konfituren, nichtalkoholische Getranke etc. sein. Genussmittel konnen zum Beispiel Hart- oder 30 
Weichkaramellen, Kaugummis, Schokolade, Musliriegel, Keksprodukte, Eis, Schaumzuckerprodukte, Dragees, alkoho- 
lische und nichtalkoholische Getranke etc. sein. 

Die Erfindung betrifrt auch Arzneimittel, die die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide, gegebenenfalls 
zusanuiten mit pharniakologisch geeigneten Trager-, Zusatz- oder Hilfsstoffen, in einer pharmazeutisch wirksamen 
Mcngc enthalten. Derartige Trager-, Hilfs- oder Zusatzstoffe konnen zum Beispiel Gleitmittel, Trennmittel, Verdik- 35 
kungsinitleL Stabilisatoren, Emulgatoren, Konservierungsstoffe, Lecithin, IntensivsuBstoffe, Sufiungsmittel, FarbstofTe, 
Geschniacksstoffe, Aromastoffe, bulking agents, also Fullstoffe, etc. sein. 

Die Ar/.neimittel konnen zum Beispiel in Form von Pastillen, Kapseln, Tabletten, Dragees, Zapfchen, Losungen, Sus- 
pensionen, Emulsionen, Injektionslosungen, Infusionslosungen, Tropfen, Saften, Salben, Cremes, Gele, Aerosol, Inhalat 
oder anderen ublichen Darreichungsformen vorliegen. 40 

Die Erfindung betrifft auch die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide zur Anwendung in einem Verfah- 
ren zur chii urgischen oder dierapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers. Die Erfindung betrifft 
schlieBlich auch die Verwendung der erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide zur Prophylaxe oder Thera- 
pie von Diabetes mellitus II, Infektionserkrankungen, Darmerkrankungen, Coloncarzinomen, entziindlichen Erkrankun- 
gen und Osteoporose sowie die Verwendung der erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide zur Herstellung 45 
eines Arzneimittels fur die vorgenannten Zwecke. 

Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide, wo- 
bei eine wassrige Losung oder Suspension eines Galactomannans aus einem Galactomannan-haltigen Rohstoff, insbe- 
sondere aus Guargum, zum Beispiel Guar-Mehl, Cassiagum oder Johannisbrot-Kemmehl hergestellt, unter Einsatz einer . 
aus Bakterien stammenden enzymatischen Aktivitat, insbesondere unter Einsatz eines aus Bakterien stammenden enzy- 50 
matischen Agens, hydrolysiert und eine wassrige Losung eines Gemischs aus Mannose- und Galactose- haltigen Oligo- 
sacchariden mit einem Polymerisation sgrad < 15, vorzugsweise von 2 bis 7, erhalten wird. Aus der wassrigen Produkt- 
losung wird ein trockenes Gemisch des Produkts durch zum Beispiel Spruhtrocknung erhalten. 

Die Erfindung stellt also die uberraschende Lehre bereit, dass mittels einer aus Bakterien stammenden enzymatischen 
Aktivitat Galactoniannane aus diesen enthaltenden Rohstoffen, zum Beispiel aus Guargum, Cassiagum und Johannis- 55 
brot-Kemmehl, mit jeweils gleich holier Efhzienz zu den erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosacchariden hydro- 
lysiert werden konnen. 

Die Konzentration an Galactomannanen in der wassrigen Losung betragt vorzugsweise 1 bis 5%, der pll-Wert vor- 
zugsweise 5 bis 8 und die Temperatur der Losung vorzugsweise 30 bis 40°C. 

Tm Zusanimenhang mit der vorliegenden Erfindung wird unter einem enz.ymatisch wirkenden Agens ein vol I standi g 60 
oder teilweise aufgereinigtes Enzym oder ein Rohextrakt aus Bakterien, insbesondere Bacillus-Zellen oder lebende oder 
tote Bakterien verstanden, die Galactomannane hydrolysieren konnen, insbesondere zu Galacto-Manno-Oligosacchari- 
den nut einem Polymerisationsgrad < 15, bevorzugt 2 bis 7. Rohextrakte konnen mittels ublicher Verfahren, wie mecha- 
nischer Aufschlussverfaliren, zum Beispiel Kugelmuhle, French Press, chemischer oder elektrischer A ufschluss verfah- 
ren, zum Beispiel Erzeugen elektrischer Felder oder auch durch Ultraschallbehandlung erhalten werden. 65 

In besonders bevorzugter Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung werden Bakterien der Art Bacillus subtilis, 
insbesondere ein Bacillus subtilis-Stamm mit der Hinterlegungsnummer DSM 13182, hinterlegt am 06.12.1999 bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulluren in Braunschweig, eingesetzt. 



3 



ISDOCID: <DE_19961182A1J_> 



50 



tDE 199 61 182 A 1 A 
eingesetzten Bakterien natiirlich vorkonmiende oder^^m 



Selbslversiandlich konnen cue eingesetzten Bakterien natiirlich vorkonmiende oder gWTmanipulierte Bakterien, insbe- 
sondere Bacillen sein. Beispielsweise konnen die eingesetzten Bakterien Resistenzen gegen bestimmle Antibiotica auf- 
weisen, urn so eine besonders einfache Produktion des enzymatisch wirkenden Agens zu emioglichen. Das aus den Bak- 
terien stamniende Enzyni kann naturlichen Ursprungs sein beziehungsweise eine Wildtyp-Amino-sauresequenz aufwei- 
5 sen, es kann aber auch Aniinosaureabweichungen gegeniiber dem natiirlicherweise vorkommenden Enzyni aufweisen, 
beispielsweise Aininosauredeletionen, -insertionen, -inversionen, -austausche oder -additionen, auch ungewohnlicher 
Aminosauren. Das Enzym kann gegebenenfalls auch Modifikationen, wie Glycosylierungen oder ahnliches, aufweisen. 
Das Enzyni kann auch als Fusionsprotein mit einem anderen Protein oder Peptid oder als Enzymfragment vorliegen, so- 
lange es in der Lage ist, Galactomannane zu den vorgenannten Produkten zu hydrolysieren. 

to Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des enzymatisch wirkenden Agens zur Hydrolyse des Galactomannans, 
wobei das enzymatisch wirkende Agens in freier oder in immobilisierter Form fur die Hydrolyse eingesetzt werden kann. 
So kann erfindungsgemafi die Hydrolyse mit ruhenden Zellen von Bakterien, vorzugsweise Bacillus subtilus, durchge- 
fiihrt werden. Es kann auch vorgesehen sein, die Zellen zuersf in einer stabilen inerten Matrix zu irnmobilisieren und den 
so entstandenen Biokatalysator fiir die Hydrolyse des Galactomannans einzusetzen. ErnndungsgemaB konnen sowohl 

15 die Enzyme, die Bakterien oder auch der Rohextrakt imrnobilisiert werden. Die Immobilisierung kann durch Bindung an 
Trager, Quervernetzung, Einschluss oder Einkapselung erfolgen. Die Quervernetzung kann beispielsweise durch Gluta- 
raldehyd erfolgen. Die Tragerbindung kann durch Adsorptionsbindung oder kovalente Bindung erfolgen, wahrend fur 
den Einschluss zum Beispiel semipeniieable Membrane in Form von Gelen, Mikrokapseln oder Fasern eingesetzt wer- 
den. Eingekapselte Enzyme oder Mikroorganismen sind durch eine semipermeable Membran von der umgebenden Sub- 

20 strat- und Produktlosung getrennt. 

Die Erfindung betrifft auch ein vorgenanntes Verfahren, wobei das erhaltene (jemisch aus Mannose- und Galactose- 
haltigen Oligosacchariden einem chromatographischen Trennverfahren unterzogen wird, bei dem erwunschte Oligosac- 
charide mit bestimmtem Polynierisationsgrad erhalten werden konnen, 

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus den Unteranspruchen. 

25 Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher erlautert: 

Beispiel 1 
Herstellung des Biokatalysators 

30 

Eine Abimpfung des Stammes Bacillus subtilis SZ 100 (DSM 13182) wird von einer Schragagar-Kultur in einen 
Schiittelkolben mit einem Medium bestehend aus Caseinpepton (15/g/L), Sojamehlpepton (5/g/L), NaCl (5/g/L) und Gu- 
argum (1/g/L) eingebracht und 24 Stunden unter Schutteln bei 30°C inkubiert. 

Danach wird die Schuttelkultur in einen 10 L-Fermenter transferiert und in einem Medium gleicher Zusammensetzung 
35 wie das der Schuttelkultur weiterkultiviert. 

Nach 24 Stunden Wachstum werden die Zellen abzentrifugiert, in einer 3%igen Natriumalginatlosung resuspendiert 
und dann unter Riihren in eine 2%ige Calciumchloridlosung eingetropft. Die gebildeten, mit Bacillus subtilis (DSM 
13182) Zellen beladenen Calciumalginatkugeln (Biokatalysator) werden gewaschen, getrocknet und kuhl gelagert. 

40 Beispiel 2 

Hydrolyse des Guargums 

Der nach Beispiel 1 hergestellte Biokatalysator wird in einer wassrigen Guargum-Losung (Konzentration 1 bis 5%) 
45 aufgequollen und in eine auf 37°C temperierte Saule gefullt. Die Hydrolyse des Guargums erfolgt dann kontinuierlich 
durch Durchleiten einer Guargum-Losung durch die Saule. Der Durchlauf wird auf seinen Gehalt an Mono-, Oligo- und 
Polysacchariden per HPLC analytisch untersucht und folgende Zusammensetzung erhalten: 



Monosaccharide 2% 
Oligosaccharide 70% 
Polysaccharide 28% 



Die Hydrolyse kann auch semi kontinuierlich oder diskontinuierlich durchgefuhrt werden. Fiir letzteres wird der nach 
55 Beispiel 1 hergestellte Biokatalysator in einem Ruhrreaktor mit einer Guargum-Losung in Kontakt gebracht. 

Es ist auch moglich, fur die Hydrolyse einen Enzym-Rohextrakt aus Bacillus subtilis (DSM 13182) einzusetzen. 
Hierzu wird die Biomasse nach Fermentation durch Zentrifugation isoliert, in Phosphat-Puffer resuspendiert und an- 
schlieBend aufgeschlossen (Ultraschall, French Press, Kugehniihle, etc.). Die Zelltriimmer werden durch Zentrifugation 
entfemt und der so erhaltene Rohextrakt ohne weitere Aufreinigung der zu hydrolysierenden Guargum-Losung zuge- 
60 setzt. 

Die nach der jeweiligen Hydrolyse erhaltene wassrige Losung enthalt neben den gewiinschten Galacto-Manno- Oligo- 
sacchariden mit DP < 15, insbesondere DP 2 bis 7, auch einen geringen Anteil hohermolekularer Bestandteile. Diese 
konnen sehr leicht durch an sich bekannte Trennverfahren, zum Beispiel Chromatographic an calciumbeladenen stark- 
sauren Kationenaustauschern oder fraktionierte alkohoiische Fallung oder Ultrafiltration entfemt werden, so dass man 
65 die Galacto-Manno-Oligosaccharide DP < 15, insbesondere DP 2 bis 7, in reiner Form in einer wassrigen Losung erhalt, 
aus der sie mit an sich bekannten Methoden (zum Beispiel durch Spriihtrocknung) trocken gewonnen werden konnen. 
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Beispiel 3 

Stabilitat der Galacto-Manno-Oligosaccharide ini Mund, Magen und Diinndarm 

Stabilitat ini Mundbereich 

Die Stabililat der geniaft Beispiel 2 erhaltenen erfindungsgemaBen Oligosaccharide gegenuber der Mundflora wurde 
mit den im Mundbereich vorkommenden Bakterienstammen Streptococcus niutans DSM 20523 und Streptococcus so- 
brinus NCTC 10922 sowie mit r'rischem Zahn plaque untersucht. 

Streptococcus mutans und Streptococcus sobrinus wurden in fliissigem DSM-Medium 92 unter anaeroben Bedingun- 
gen 24 Stunden bei 37°C kultiviert. Am Ende der logarithniischen Wachstumsphase wurden die Zellen abzentrifugiert 
(15 min., 4000 x g) und in 10% des urspriinglichen 20 mM CarbonatpurTer, pH 7,5 resuspendiert. AnschlieBend wurden 
9 niT. einer T.osung der erfindungsgeriiaRen Oligosaccharide (l%ig in 20 mM Carbon atpuffer, pH 7,5) mit 1 m~L Bakte- 
rien-Suspension beimpft und 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Zu verse hiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen 
und auf ihren Oligosaccharidgehalt untersucht (Ergebnisse siehe unten): 

Drei freiwilligen mannlichen Personen, die drei Tage ihre Zahne nicht. gereinigt hatten, wurden Plaqueproben entnom- 
men und jeweils 10 mg Plaque in 1 mL Ohgosaccharidlosung (l%ig in 20 mM Carbonatpuffer, pH 7,5) suspendiert. 
Wahrend der zweistundigen Inkubationszeit bei 37°C wurden Veriaufsproben entnommen und auf ihren Oligosaccharid- 
gehalt untersucht. 

Ergebnis 



Die Stabilitat einer Substanz bei der Magen-Passage kann durch die Bestimmung der Hydrolyserate bei pH 1,0 bezie- 
hungsweise 2,0 dargestellt und mit Saccharose als Kontrolle verglichen werden: 

Hierzu wurden l%ige Galacto-Manno-Oligosaccharidlosungen bei pH-Wert 1,0 (0,1 M HC1) und pH-Wert 2,0 
(0,01 M HO),bei 37°C fur 3 Stunden inkubiert. Aus dem Reaktionsansatz wurden nach 60, 120 und 180 Minuten Proben 
entnommen und diese mittels HPAEC analysiert. Dabei wurden Saccharose und 1-Kestose als Kontrollsubstanzen ver- 
wendet. 

Tabellel 



to 



15 



20 



Wahrend die als Kontrolle mitgefuhrte Saccharose innerhalb von 120 Minuten vollstandig sowohl durch die beiden 
Streptococcen-Stamme als auch durch die Mischkultur des Plaque hydrolysiert wurde, war eine Spaltung der erfindungs- 
gemaBen Oligosaccharide auch nach 2 Stunden nicht zu erkennen. 25 

Stabilitat im Magcn 



30 



35 



Ergebnisse: Angabe als Hydrolyserate in %: 













40 


Substanz 


pH 


Inkubationszeit 


[Min] 








60 


120 


180 


45 


Saccharose 


1 


24 


55 


61 






2 


1 


2 


7 


50 


1-Kestose 


1 


90 


100 


100 






2 


16 


30 


43 


55 


Galacto-Manno- 


1 


< 1 


< 1 


< 1 




Oligos 


2 


< 1 


< 1 


< 1 


60 



Aus der Tabelle I ist ersichtlich, dass die Galacto-Manno-Oligosaccharide eine Magen-Passage unbeschadet uberste- 
hen konnen. 

Stabilitat gegenuber Pankreas-Enzymen 

Das Pankreas-Sekret enthalt eine groBe Anzahl von Hydrolasen, unter anderem auch kohlenhydratspaltende Enzyme 
wie a- Amylase, welche a-l,4-Glucane (Starke, Glykogen) bevorzugt zu Maltose und Maltooligosacchariden spaltet. 
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Die Prufung der Stabilita^Ton Galacto-Manno-Oligosacchariden gegenuber Pan^Mfs-Enzvnien wurde wie folgt 
durchgefuhn: 

Benotigte Losungen 

- 20 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0 plus 6 niM NaCl (Losung 1) 

- l%ige Starke losung (losliche Starke nach Zulkowski) in Losung 1 

- l%ige Galacto-Manno-Oligosaccharidlosung in Losung 1 

- 0,2% Pankreatin (La. Sigma) geldst in Losung 1 
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Tabelle n 
Reaktionsansatze 



1 s 



20 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



Komponenten 


Probe 


Kontrolle 


Galacto-Manno-Oligosac- 






charid-Losung 


3, 0 ml 




Starke-Losung 




3,0 ml 


Enzymlosung 


0, 1 ml 


0, 1 ml 



Nach 210 Minuten Inkubation im Thermomixer (Intervall-Schiitteln) bei 37°C wurde die Reaktion durch 15 min. Er- 
hilzen auf 95°C beendet und die Proben mittels HPAEC analysiert. Dabei wurde die starkehaltige Probe zuvor durch 3- 
30 stiindiges Erhitzen in 1 M HC1 bei 95 °C volistandig hydroiysiert. 

Tabelle HI 

Ergebnisse 



Substanz 


Abbaurate (%) 


Starke 

Galacto-Manno-Oligosaccharide 


77 
0 



Die Tabelle EI zeigt, dass die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide durch die Pankreas-Enzyme nicht 
angegriften werden. 

Beispiel 4 

Spaltbarkeit durch Dunndarm-oc-Glucosidasen 

Die im Dunndarm vorhandenen mucosastandigen Enzym-Komplexe Saccharase/Isomaltase und Glucoamylase/Mal- 
tase sorgen in vivo dafur, dass die in den Dunndarm gelangten Disaccharide Maltose und Saccharose und zum Teil auch 
Maltooligosaccharide zu Monosacchariden gespalten werden und als solche uber die Darmwand in den Blutkreislauf ge- 
langen konnen. 

Die Prufung der Stabilitat von erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosacchariden gegeniiber diesen Enzymen 
wurde wie folgt durchgefuhrt: 

Enzym-Isolierung 

Die Enzym-Komplexe Saccharase/Isomaltase (SI-Komplex) und Glucoamylase/Maltase (GM-Komplex) wurden aus 
Schweine-Dunndarm nach der Methode von H. Heymann (Dissertation, Hannover, 1991) isoliert. 

Die Spaltbarkeit der erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide durch Dunndarm -a-Glucosidasen wurde 
wie folgt bestimmt: 

Benotigte Losungen 
- Triethanolamin (TRA)-PurYer, 0,1 M, pH 7,0 
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- Galacto-Manno-OIigosac^ffiiride, l%ige Losung in TRA-PurYer 

- Maltose, beziehungsweise Saccharose ats Kon t rolls ubslanzen, l%ig in TRA-Puffer 

- Mucosa- Enzym, geldst in TRA-Puffer 

Reaktionsansatz 5 

Zu 1,2 niL der auf 37°C lemperierten Kohlenhydrat losung wurden 0,7 U des Enzymkomplexes Saccharase/Isomaltase 
beziehungsweise Glucoamylase/Maltase zu t = 0 zugegeben, gemischt und bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde nach 
2 Slunden durch 15-minutiges Erhitzen auf 95 °C gestoppt. Die gebildeten Monosaccharide sowie die eingesetzten lest- 
substanzen wurden mi U els HPAEC quantitativ bestirami. - 10 

Tabelle IV 



Ergebnisse 



Kohlenhydrat 


Enzymkomplex 


Hydrolyserate (%) 


Saccharose 


SI 


98 


Maltose 


SI 


95 


Maltose 


GM 


96 


Galacto-Manno-Oligos . 


SI 


< 1 


Galacto-Manno-Oligos . 


GM 


< 1 



L5 



20 



25 



30 



35 



Die Hrgebnisse zeigen, dass unter den gewahlten Bedingungen einer fast vollstandigen Hydrolyse von Saccharose be- 
ziehungsweise Maltose im Falle des SI-Enzymkomplexes sowie von Maltose im Falle des GM-Enzymkomplexes die 
Gulactu-Manno-Oiigosaccharide durch beide Enzymkomplexe praktisch nicht gespalten werden. 

Beispiel 5 

Spaltbarkeit durch isolierte Enzym- Komplexe (SI-Komplex und GM-Komplex) 

Die isoiierten Enzym- Komplexe Saccharase/Isomaltase (SI-Komplex) und Glucoamylase/Maltase (GM-Komplex) 40 
aus Schweine-Dunndarm (siehe Beispiel 4) sind fur Inhibitionsuntersuchungen mit erfindungsmaBigen Galacto-Manno- 
Oligosacchariden in Gegenwart der Substrate Saccharose beziehungsweise Maltose im Falle des SI-Komplex und Mal- 
tose im Falle des GM-Komplex getestet worden. Das Substrat-Inhibitor-Verhiiltnis betrug in alien Fallen 10 : 1. 

Ansaiz: 

45 

- 0,7 ml Substratlosung, 1,43% in 0,1 M Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0 

- 0, 1 ml Galacto-Manno-Oligosaccharide, 1 % 

- 0,1 ml 0,1 M Na-Phosphat-Purrer, pH 7,0 



Vorinkubation: 
15min. 37°C 
Entnahme der Nullprobe 

Start: 

0,1 mi Enzymlosung (0,5 U/ml Maltase-Aktivitat im Ansatz) 

Probenahme: 
je 0,15 ml Probe nach 30 und 60 nun 

Reaktionsstop: 
2 min bei 95 °C 

Analytik: 

HPAEC, Slandard-Ix>sung je lOppm Glucose, Fructose, je 20 ppm Saccharose, Maltose 



50 



55 



60 



65 
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25 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



Tabelle V 
Ersebnis 





% Inhibierung 


Inkubationsdauer 


10 




30 Min. 


60 Min. 




SI /Saccharose 


24 


25 


15 


SI/Maltose 


26 


18 


20 


GM/Maltose 


0 


0 



Wie der Tabelle V zu entnehmen ist, wird die Spaltung der Saccharose beziehungsweise Maltose durch den SI-Enzym- 
Komplex in Gegenwart von Galacto-Manno-OIigosacchariden inhibiert. Die Maltose-Spaltung durch den GM-Komplex 
wird durch Zugabe von Galacto-Manno-Oligosacchariden hingegen nicht beeinflusst. 

Beispiel 6 

Verhinderung der Anlagerung von pathogenen Keimen an Epithelzellen 
30 Epithelzellen 

Menschliche Uroepitheizellen, gewonnen durch Zentrifugation aus dem Morgenham 



Keinie 

Staphylococcus aureus, 2 Stamme und E. coli, 2 S tamnie, je weils als Suspension mit 10 9 Keimen/mL 

Testdurchfuhrung 

Epithelzellen und Keimsuspension wurden zusammengebracht und bei 37°C fur 30 Minuten inkubiert. Dann wurden 
die Epithelzellen von den nicht adharenten Keimen durch Membranfjltration (8 u) abgetrennt. Die Filter wurden mehr- 
fach gewaschen, in physiologische Kochsalziosung eingebracht und die Epithelzellen darin suspendiert. Nach Zentrifu- 
gation der Suspension in Kochsalziosung wurde das Pellet auf Objekttrager aufgetragen, und nach May-Grunwaid und 
Giemsa gefarbt. Die Anzahl der an 50 Epithelzellen anhaftenden Keime wurde gezahlt. Die Zahl ergab den Leerwert. Als 
Kontrolle dienten Epithelzellen oline Zugabe einer Keiinsuspension. 

In dem Hauptversuch wurden Epitlielzellen zunachst mit unterschiedlich konzentrierten Galacto-Manno-Oligosaccha- 
ridlosungen fur 1, 2 beziehungsweise 3 Stunden inkubiert. Dann wurden sie mit der Keimsuspension zusammengebracht 
und - wie oben beschrieben - weiterbehandelt. Die Zahlung der anhaftenden Keime an 50 Epithelzellen ergab den Mess- 
wert. 

Ergebnis 

Bei den als Vergleich eingesetzten "neutralen" Kohlenhydraten, wie zum Beispiel Raffinose, Nystose und Isomelezi- 
tose, wurde keine Verminderung der Keimanlagerung an den Epithelzellen festgestellt. Mit den erfindungsgemaBen Ga- 
lacto-Manno-Oligosacchariden wurde die Adhasion aller gepriiften Mikroorganismen fast vollstandig (Blockierung: > 
95%) verhindert. 

Beispiel 7 

Erhohung der Mucussekretion im Dickdarm 

Aus resektiertem Dickdarm von frisch geschlachtetem Schwein wurden nach grundiichem Saubern 1 cm 2 groBe 
Stiicke aus dem distalen Abschnitt ausgestanzt. Die so praparierten Stiicke wurden in Hanks-Puffer, dem Chlorampheni- 
col und Ampicillin (je 50 pg/mL) zugesetzt worden waren, unter Sauerstoff-Begasung und Ruhren bei 37°C fur 5 Stun- 
den inkubiert. Der Puffer enthielt auBerdem 1% der auf ihre stimulierende Wirkung auf Mucussekrerion zu prufenden, 
erfindungsgemaB hergestellten Galacto-Manno- Oligosaccharide. Es wurden jeweils 10 Dannstiicke zur Kontrolle bezie- 
hungsweise in dem Testansatz eingesetzt. Einer der Ansatze enthielt das zur Therapie von entzundlichen Darmerkran- 
kungen ublicherweise verwendete Hydrocortison. 
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ucussekretion wurde die Zunahme des Gesaintkohlenhydratgehalts iin Uberstand 
gemessen. Hierzu wurden wahrend der rnkubation Proben zu verschiedenen Zeitpunkten enmommen und zu jeweils 
10 uL der Probe 20 uL Resorcinlosung (6 mg/mL) und 100 uL 75-%ige Schwefelsaure zugegeben und nach 60 min In- 
kubation bei 80°C die Extinktion bei X = 450 nm gemessen. 

5 

Ergebnis 

Die erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide erhohen die Mucussekrelion uni das circa 2,4-fache gegen- 
iiber der Kontrolle, wahrend die Erhohung durch das Hydrocortison das circa 5,3-rache betragt. £n neueren Untersuchun- 
gen wurde fur Substanzen wie Corucosteroide gezeigi, dass sie in Zellkulturen, die aus Colonepithel-Biopsien staniniten, li) 
eine Stimulation der endogenen Mucussekrelion bewirken (Finnic LA., et al. Clinical Science, 91 (1996). 359-364). So- 
mit ergibt sich die Moglichkeit, entziindliche Darmerkrankungen durch Nahrungsmittelbestandteile, die aus erfindungs- 
gemaBen Galacto-Manno-Oligosacchariden hestehen, gunstig zu heeinflussen. 

Beispiel 8 15 

Einfluss auf die Mikrorlora im Dickdarm 

Urn den Einfluss der erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharide auf die Zusammensetzung der Mikroflora 
im Dickdarm zu untersuchen, wurden verschiedene Reinkulturen von in Humanfaeces vorkommenden Bakterien im fol- 20 
genden Medium rnit (}alacto-Manno-Oligosacchariden als einziger Kohlenstoffquelle kultiviert: 



25 



30 



Trypticase/Trypton 1 ,50 g 

Hefe-Extrakt 1,00 g 

KH9PO4 0,24 g 

Na9HP0 4 0,24 g 

(NH 4 >S0 4 1^24 g 

NaCl 0,48 g 

MgS0 4 7H,0 0,10 g 

CaCU . 2H?6 0,06 g 

FeSd 4 .7H 2 0 2mg 

Resazurin 1 mg 

Cystein/HCI 0,50 g 

Vitaminlosung (nach DSM 141) 0,50 mL 

Spurenelenientelosung (nach DSM 141) 9,00 mL 3:5 

NaHC0 3 2,00 g 

Galacto-Manno-Oligosaccharide 5,00 g 

H 2 0 dest. ad 1000 mL, pH 7,0 

40 

Der Test wurde mit folgenden Mikroorganismen durchgefuhrt: 
Bacteroides asacchaiolyticus 
Bacteroides distasonis 
Bacteroides fragilis 

Bacteroides tetaiotaomicron 45 
Bifidobacterium adolescentis 
Bifidobacterium bifidum 
Bifidobacterium bre ve 
Bifidobacterium infantis 

Bifidobacterium longum 50 
Eubacterium lentum 
Eubacterium limosum 
Lactobacillus casei 
Lactobacillus fermentum 

Clostridium butyricum 55 
Clostridium difficile 
Clostridium perfringens 
Enterobacter cloacae 
Escherichia coii 

Klehstclla pneumoniae 60 
Salmonellla typhi murium 
Serratia marcescens 
Staphylococcus aureus 

Die Mikroorganismen wurden jeweils 24 Stunden bei 37°C unter anaeroben Bedingungen kultiviert. Wahrend der 
Versuchsdauer wurden Proben zu bestimmten Zeitpunkten entnommen und auf pH-Wert und Oligosaccharid-Konzentra- 65 
tion untersucht. AuBerdem wurde mit Hilfe der optischen Dichte die Zunahme der Zellzahl bestimmt. 

Lediglich die Bifidobacterien und die beiden Lactobacillen waren in der Lage, die erfindungsgemaBen Galacto- 
Manno-Oligosaccharide zu verstoffwechseln und darauf zu wachsen. Bei alien anderen untersuchten Bakterien konnte 
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kcin Wachstum auf deni Medium festgestellt werdcn. Somit ergibt sich, dass Nahrung^BeK die erfindungsgemaBe Ga- 
lacto-Manno-Oligosaccharidc enlhalien, die Zusammenseizung der Dickdarm-Mikroflora positiv verandern konnen. 

Beispiel 9 

s 

Starkung der Iimnunabwehr 
S tarkung der Phagocytose 

id Der Einfluss von erfindungsgeinatien Galacto-Manno-Oligosacchariden auf die Funktion der Phagocyten (Mono-, 
Granulocyten) lasst sich mittels Phagocyte seas says ermitteln. Bei der Phagocytose-Stimulation wurden die Phagocyten 
mil Galacto-Manno-Oligosacchariden vorab inkubiert (100 pg Glykan/0,11 ml Vollblut, 37°C 10 Min.). Ein korrespon- 
dicrender Leerwert. wurde entsprechend 10 Minuten im Eisbad inkubiert. Danach erfolgte der eigentliche Phagocytose- 
ussay unter folgenden Bedingungen: 

is 0,1 1 ml Vorinkubationslosung wurde fur 10 Minuten im Eisbad belassen, dann wurden 0,01 ml nicht opsonierte E. coli 
1 1 luoresceinisothiocyanat (FITC)-markiert, 10 9 pro ml, ORPEGEN) oder 0,01 ml nicht opsonierte Staphylococcus au- 
reus ( \5 x 10 6 pro mL, FITC-markiert MOLECULAR PROBES) hinzugefiigt. Die Ansatze wurden (Doppelbestimmun- 
gen) bei 37°C 10 Minuten inkubiert. Die Ansatze wurden zweimal mil je 3 mL Waschpuffer (ORPEGEN) gewaschen 
und bei je 250 xg fur 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. 

2n Die Lyse der Erythrocyten im Sediment erfolgte mit 2 ml Lysepuffer (ORPEGEN) 20 Minuten bei Raumtemperatur 
und anschlieBend wurde der Ansatz einmal gewaschen. Zum Sediment wurde 0,2 ml DNA-Farbelosung (Propidiumjo- 
did) gegeben und fur 10 Minuten im Eisbad belassen. 

Die Messung erfolgte im Durchflusscytometer (Anregung: 488 nm. Emission FL-1 : 520 nm), wobei zwischen Mono- 
cyien und Granulycyten ohne Separation unterschieden werden kann (Vorwartsstreulicht (FSC) versus (ESC) Seitwarts- 

25 slrculicht). Die Resultate sind ausgedruckt als %-Anteil der Phagocytose-positiven Zellen (siehe folgende Tabelle VI): 
Ats Konirollsubsianz ohne Phagocytosewirkung wurde RaiTinose eingesetzt. 

Tabelle VI 



Phagocytoseassay 



35 


Einfluss von Galacto-Manno-Oligosacchariden (100 p,g/Ansatz) 


40 


Zelltyp 


Monocyten 
(% positive Zellen) 


Granulocyten 
[% positive Zellen) 




BaJcterienart 


E . coli 


E . coli 


S t aph . aureu s 


45 




nicht opsoniert 


nicht opsoniert 


nicht opsoniert 


50 
55 


Kontrolle 4°C 
Kontrolle 37 °C 
Galacto-Manno-Oligos . 
Raffinose 


8,0 
21,5 
35, 0 
22, 0 


1,0 
19,5 
33 r 5 
17, 0 


0/5 
27,0 
42, 5 
30, 0 



Die Ergebnisse zeigen, dass nach Vorinkubaiion der Mono- beziehungsweise Granulocyten mit den erfindungsgema- 
6en Galacto-Manno-Oligosacchariden eine Stimulation der Phagocytose erreicht wurde. 



6{ i Adhasionsassay 

Im Adhasionsassay wurde der Einfluss von erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosacchariden auf das Adhasions- 
verhalten von B-Zell-Linien (zum Beispiel Reh) und normalen huinanen B-Lyniphocyten an epithelialen Zellen (Colon- 
tumor-Linie HT 29) gemessen. Bei dein verwendeten Overlay-Assay wurden die Lymphocyten intrazellular mit Calcein 
65 markiert, uni die Messung fluorometrisch durchfuhren zu konnen. 

Zunachst erfolgte eine Beschichtung mit der adharenten Colonepithelzell-Linie (HT 29) in Mikrotiterplatten (24 
Loch-Costar®-PJattcn). Man inkubiert (37°C, uber Nacht) bis sich ein konfluenter Rasen ausgebildet hat. Dies erfolgte 
soweit moglich im Serumfreien Medium. Einsaat: 1 x 10 4 Zellen. Die adharenten Zellen wurden dann dreimal mit PBS 
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(phosphalgcpufferte physiologiSmTNaCl-Losung) vor dein nachfolgenden Assay gewaseneTT und entsprechend mit PBS 
+ 1% Rinderseruni- Albumin (BSA) 1 Slundc bei Raumteinperal.ur blockiert. 

Die zu testenden B-Zell-Linien oder isolierten 8-Lymphocyien wurden unbehandelt mil Caicein fluorescent markiert. 
(1 x 10 7 Zellen in 2 nil RPMI-Mediuni + HEPES + 10 pi Caicein AM, 30 Minuten, 37°C; danach 2 x mil HBSS (Hanks- 
Puffer) + 0,25% BSA gewaschen) und 1 x 10 6 Zellen in 0.5 nil PBS + 0,25% HBSS pro Loch 1 Stunde inkubiert. Die 
Kulturplatte wurde 10 Sekunden auf den Schultler gestellt, pro Loch 0,5 ml 0,2% Giutaraidehyd in PBS + 0,2% BSA da- 
zugegeben und 10 Minuten auf dem Schiittler inkubiert. Die Fluoreszenz der Platte wurde in einer Fluoreszenzmessvor- 
richtung gemessen (494, 517 nm). 

Die erste Messung entspricht dem 100-%- Wert. Danach wurde die Platte vier mal gewaschen und emeut gemessen. 
Diese Messung entspricht der spezifischen Adhasion, welche prozentual zum 100-%-Wert abzuglich des Autofluores- 
zenz-Wertes (Zellen unniarkiert) angegeben wird. Als Kontrollsubstanzen wurden Galactose beziehungsweise Glucose 
eingesetzt. 

Adhasion von Reh (pra-B) auf der Colon-Zellinie HT 29 



10 



Einfluss von Gaiacto-Manno-Oligosacchariden (10 pg/Ansatz) 



15 



Tabelle Vn 



Zucker 


Mittelwert (%) 


SD 


Index 


Ohne Kohlenhydrat 


46 


6, 3 


1, 00 


D-Glucose 


47 


6, 0 


1/11 


D-Galactose 


51 


1, o 


1,12 


Galacto-Manno- 
Oligosaccharide 


93 


9,7 


2, 02 



20 



25 



30 



35 



Gegenuber den Kontrollsubstanzen D-Glucose und D-Galactose ergab sich in Gegenwart der Galacto-Manno-Oligo- 
saccharide ein deutlich verstarktes Adhasionsverhalten der B-Zell-Linie (Reh) auf der Colonzell-Linie HT 29. 

Beispiel 10 



40 



Verbesserung der Aufnahme von Calcium 
Versuchsvorbereitung 



45 



Mannliche Sprague-Dawley Ratten mit je circa 100 g Gewicht wurden mit freiem Zugang zu entmineralisiertem Was- 
ser und folgender Standarddiat fur eine Gewohnungsphase von 4 Tagen gehalten: 



Casein 
Maiskeimol 

Minerals alzmischung (Ca- und Fe-frei) 

Calciumcarbonat 

Vitamin-Mischung 

Vitamin E 

Cholinbitartarat 

Saccharose 



250 g 
50 g 
25 g 
7,5 g 
10 g 
lg 

ad 1000 g 



50 



55 



Danach wurden sie in zwei Gruppen unt.ert.ei It. Tn der ersten Gruppe wurde den Tieren der Mag en vollstandig entfemt 60 
(Magen-Resektion-Gruppe), die zweite Gruppe diente als Kontrolle (Kon troll- Gruppe). Nach der Operation wurden die 
Ratten 24 Stunden ohne Nahrung und Wasser, danach 2 bis 3 Tage an Kuhmilch und dann 14 bis 16 Tage nut Standard- 
diat fur eine Gewohnungsphase von 4 Tagen gehalten: 

Versuchsdurchfuhrung 65 

Die Testgruppen wurden wiederum in jeweils zwei Untergruppen unterteilt. Jeweils eine der Untergruppen wurde wei- 
ter mit Standarddiat gehalten. walirend die andere TJntergruppe eine Diat mit Galacto-Manno-Oligosaccharid-Zusatz 
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(50 g/kg Dial) erhielt. Ubereine Versuchsdauer von 3 Wochen wurdcn ab dem drirten^^Faece probe n gesanmielt und 
auf ausgeschiedenes Calcium untersuchl. Am Ende des Versuchs wurdc der Inhalt. des Caecums analysiert. 

Ergebnisse 

5 

Mil Siandarddiat war die Calciumaufnahme der Magen-Reseklion-Gruppe nur etwa ein Viertel der Calciumaufnahme 
der Kontrollgruppe. 

Durch die Beimischung von erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosacchariden konnte die Calciumaufnahme der 
Magen-Resektion-Gruppe etwa verdoppelt werden, so dass sie auf etwa 50% der der Kontroll-Gruppe anstieg. 
10 In den an der erfindungsgemaBen Galacto-Manno-Oligosaccharid- halugen Diat gehaltenen Ratten zeigte die Analyse 
des Caecuminhalt.es eine stark erhohte Propionsaurekonzentration. Diese steht in signifikantem Zusammenhang mit der 
gemessenen Calciumaufnahme. 



L5 



Patentanspruche 



I. Verfahren zur Herstellung von Mannose- und Galactose-haltigen Oligosacchariden aus Galactomannanen, wo- 
bei eine wassrige Losung oder Suspension des Galaetomannans hergestellt, unter Einsatz eines aus Bakterien stam- 
menden enzymatisch wirkenden Agens hydroiysiert und eine wassrige Losung eines Gemischs aus Mannose- und 
Galactose-haltigen Oligosacchariden mit einem Polymerisationsgrad (DP) < 15 erhalten wird. 

20 2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Polymerisationsgrad (DP) 2 bis 7 betragt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Bakterien Bakterien der Art Bacillus subtilis sind. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die Bakterien Bakterien des bei der DSM unter der Nr. 
13182 hinterlegten Stamms sind. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei das enzymatisch wirkende Agens lebende oder tote Zelien 
25 von Bakterien sind. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei das enzymaLisch wirkende Agens ein Galactomannan-hy- 
drolysicrcndcs Enzym aus Bakterien oder cin Rohcxtrakt aus Zcllcn von Bakterien ist 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die enzymatische Hydrolyse mit immobilisierten Zelien, im- 
mobilisierten Rohextrakten oder immobilisierten Enzymen von Bakterien durchgefuhrt wird. 

30 8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das erhaltende Gemisch aus Mannose- und Galac- 

tose-haltigen-Oligosacchariden einem chromatographischen Trennverfaliren unterzogen wird. 
9. Galacto-Manno-Oligosaccharid, herstellbar nach einem der Verfahren der Anspruche 1 bis 8, umfassend 0-1,4- 
verknupfte Mannoseeinheiten und daran a-l,6-verkniipfte Galactoseeinheiten mit einem Polymerisationsgrad (DP) 
von < 15, insbesondere 2 bis 7. 

35 10. Galacto-Manno-Oligosaccharid, herstellbar nach einem der Verfahren der Anspruche 1 bis 8, umfassend p- 1,4- 

verkniipfte Mannoseeinheiten und daran a-l,6-verknupfte Galactoseeinheiten mit einem Polymerisationsgrad von 
< 15, insbesondere 2 bis 7, zur Verwendung als therapeutisches oder diagnostisches Mittel. 

II. Enzym mit der Fahigkeit, Galactomannan zu hydrolysieren, herstellbar aus dem Bacillus subtilis-Stamm DSM 
13182. 

40 12. Rohextrakt mit der Fahigkeit, Galactomannan zu hydrolysieren, herstellbar durch Zeilaufschluss von Bakterien 

des Stammes Bacillus subtilis DSM 13182. 

13. Bacillus subtilis-Stamm DSM 13182. 

14. Arzneimittel, enthaltend ein Galacto-Manno-Oligosaccharid nach Anspruch 9, gegebenenfalls zusammen mit 
einem pharmazeutisch vertraglichen Trager. 

45 15. Lebens- oder Genussmittel, enthaltend ein Galacto-Manno-Oligosaccharid nach Anspruch 9. 

16. Verwendung eines Galacto-Manno-Oligosaccharids nach Anspruch 9 zur Herstellung von Genuss- und/oder 
Lebensnu tteln und/oder zur Senkung des glykarnischen Index von Genuss- und/oder Lebens mi tteln. 

17. Verwendung des Galacto-Manno-Oligosaccharids nach Anspruch 9 oder eines dieses Galacto-Manno-Oligo- 
saccharid enthaltenden Lebensmittels zur Verhinderung von Infektionskrankheiten, zur Verhinderung von Darmer- 

50 krankungen, zur Verhinderung der Coloncarzinogenese, zur Starkung der Immunab wehr gegenuber allgemeinen In- 

fekten, zur Verhinderung von entziindlichen Erkrankungen und/oder zur Verhinderung der Osteoporose. 

18. Verwendung des Galacto-Manno-Oligosaccharids nach Anspruch 9 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Verhinderung von Infektionskrankheiten, zur Verhinderung von Darmerkrankungen, zur Verhinderung der Colon- 
carzinogenese, zur Starkung der Immunab wehr gegenuber allgemeinen Infekten, zur Verhinderung von entzundli- 

55 chen Erkrankungen und/oder zur Verhinderung der Osteoporose. 
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